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Akutna okvara ledvic je zaplet, ki se pogosto pojavlja po operaciji srca z zunajtelesnim 
krvnim obtokom. Zaradi težke in nepravočasne identifikacije se pojavlja kot resna težava v 
zdravstvu, saj negativno vpliva na morebitne nadaljnje zaplete in napovedi pri bolnikih ter 
posledično ustvarja dodatne stroške zdravljenja. Danes se še vedno kot zlati standard za 
postavljanje diagnoze akutne ledvične okvare uporablja kreatinin katerega se zaradi 
njegovega poznega odgovora poskuša zamenjati z novejšimi, zgodnjimi in bolj občutljivimi 
biološkimi označevalci.V magistrski nalogi smo se osredotočili na dva nova potencialna 
biološka označevalca zgodnje akutne okvare ledvic po operacijah srca: S-metilmetionin 
homocistein S-metiltransferazo (BHMT-2) in interlevkin-18 (IL-18). V raziskavo so bili 
vključeni pacienti z ishemično boleznijo srca, ki so bili predstavljeni za operacijo z uporabo 
zunajtelesnega krvnega obtoka. Pacientom so pred in med operacijo ter po njej bili odvzeti 
serumski in urinski vzorci. Po operaciji smo paciente na podlagi serumske koncentracije 
kreatinina – z uporabo klasifikacije KDIGO – razdelili v dve skupini, oziroma na tiste, ki so 
razvili akutno okvaro ledvic in na tiste, ki je niso. Od skupno 24 pacientov jih je 10 (41,6 %) 
razvilo akutno okvaro ledvic. Namen magistrske naloge je bil ugotavljanje zgodnje akutne 
ledvične okvare po operaciji srca z določanjem koncentracij BHMT-2 in IL-18 v odvzetih 
urinskih vzorcih z ELISA tehnologijo. Predvidevali smo, da bodo te koncentracije pri 
pacientih, ki so razvili akutno okvaro ledvic, drugačne kot pri tistih pacientih, pri katerih se 
akutna okvara ledvic ni razvila. V raziskavi nam ni uspelo BHMT-2 ovrednotiti kot 
zgodnjega označevalca akutne okvare ledvic. V nasprotju z našimi pričakovanji se njegova 
koncentracija po operaciji bistveno zmanjšuje (p < 0,05). Ob primerjanju obeh skupin 
bolnikov opazimo, da do statistično značilne razlike v povprečni koncentraciji BHMT-2 
pride dve uri po operaciji (p = 0,032). Po drugi strani pa smo ugotovili, da ima IL-18 
potencialno vlogo pri zgodnjem odkrivanju akutne okvare ledvic bolnikov po operaciji srca. 
Po operaciji smo pri pacientih zabeležili 5-krat večjo rast koncentracije IL-18 v primerjavi z 
vrednostmi pred operacijo. Prav tako je štiri ure po operaciji prišlo do statistično značilne 
razlike v povprečni koncentraciji IL-18 (p = 0,004) med bolniki, ki so razvili akutno okvaro 
ledvic, in tistimi, ki je niso. Potrebna so nadaljnja raziskovanja za potrdilo teh označevalcev 
za zgodnje odkrivanje akutne ledvične okvare. 
 






Acute kidney injury is a complication that often occurs after cardiac surgery with 
cardiopulmonary bypass. Due to difficult and untimely identification, it poses a serious 
health problem, adversely affecting further complications, the patients prognosis and 
additional costs of treatment. Today, creatinine is still the golden standard used to diagnose 
acute kidney injury, however, it is trying to be replaced with new, earlier and more sensitive 
biomarkers because of its delayed response. In the master's thesis we focused on two new 
potential biomarkers of early acute kidney injury after cardiac surgery, to S-
methylmethionine homocysteine S-methyltransferase (BHMT-2) and interleukin 18 (IL-18). 
The study included patients with ischemic heart disease presented for surgery using 
cardiopulmonary bypass. Serum and urine samples were collected before, during and after 
surgery. After surgery, patients were divided into two groups based on serum creatinine 
concentration - using the KDIGO classification - to those who developed acute kidney injury 
and to those who did not. Out of 24 patients, 10 patients (41.6%) developed acute kidney 
injury. The main goal of this study was to determine the early acute kideny injury after 
cardiac surgery by determining the concentrations of BHMT-2 and IL-18 in collected urine 
samples using ELISA technology. We predicted that their concentrations will be different in 
patients who developed acute kideny injury compared with patients without acute kidney 
injury. In our study, we failed to evaluate BHMT-2 as an early marker of acute kideny injury. 
Contrary to our expectations, its concentration decreased significantly after surgery (p 
<0.05). A comparision between groups with and without developed acute kidney injury 
showed that a statistically significant difference in mean concentration occurred two hours 
after surgery (p = 0.032). On the other hand, we found that IL-18 has a potential role in the 
early detection of acute kideny injury after cardiac surgery. We detected a five-fold increase 
in its concentration after surgery compared to the concentration before surgery. Also, four 
hours after surgery, there was a statistically significant difference in mean concentration (p 
= 0.004) between patients who developed acute kideny injury and those who did not. Further 
studies are needed to confirm these markers for the early detection of acute kidney injury. 
 






ADH             antidiuretični hormon 
ADQI            klasifikacija AOL (angl. Acute Dialysis Quality Initiative) 
AKIN            klasifikacija AOL (angl.Acute Kidney Injury Network) 
AOL              akutna okvara ledvic 
ATN              akutna tubulna nekroza 
BHMT          betain-homocistein S-metiltransferaza (angl. Betaine-homocysteine S- 
                      methyltransferase)                              
BHMT-2       S- metilmetionin homocistein S- metiltransferaza (angl. S-methylmethionine- 
                       homocysteine S-methyltransferase) 
CYR61          s cisteinom bogato beljakovino 61 (angl. Cystein- rich protein 61) 
eGFR            ocenjena stopnja glomerulne filtracije, (angl. Estimated glomerular filtration  
                      rate)                     
ELISA          encimskoimunski test (angl. Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) 
GFR              glomerulna filtracija 
HRP              encim hrenova peroksidaza (angl. Horse- Radish Peroxidase enzyme) 
iNOS             inducibilna sintaza dušikovega oksida (angl.  Inducible nitric oxide synthase) 
I/ R                ishemija in reperfuzija 
KDIGO         klasifikacija AOL (angl. Kidney Disease Improving Global Outcomes) 
KIM-1           molekula za odkrivanje ledvičnih okvar 1 (angl. Kidney Injury Molecule-1) 
L-FABP        jetrna oblika vezalne beljakovina za maščobne kisline (angl. L-type fatty 
                      acid-binding protein) 
LIS                laboratorijski informacijski sistem 
MCP-1          monocitni kemotaktični protein 1  (angl. Monocyte chemotatic protein 1) 
MIP-2           makrofagni vnetni protein 2 (angl. Macrophage inflammatory protein 2) 
MMP-9         matriksna metaloproteinaza 9 (angl. Matrix metalloproteinase 9) 
MS                metionin sintaza (angl. Methionine synthase) 
MTR             metiltetrahidrofolat (ang. Methyltetrahydrofolate) 
NGAL           lipokalin povezan z nevtrofilno gelatinazo (angl. Neutrophil gelatinaze  




NO                dušikov monoksid 
PAOL           pooperativna akutna okvara ledvic 
RIFLE          klasifikacija AOL (angl Risk, Injury, Failure, Loss of kidney function and       
                      End stage renal failure) 
SIRS             sindrom sistemskega vnetnega odgovora (angl. sistemic inflammatory  
                      responce syndrome) 
sKRE            serumska koncentracija kreatinina 
SMM            S- metilmetionin (angl. S-methylmethionine) 






1.1. AKUTNA OKVARA LEDVIC 
 
Akutna okvara ledvic (AOL) je klinični sindrom, ki ga označujejo nenadno zmanjšanje 
krvnega obtoka, glomerulne filtracije in sekretorne funkcije ledvic (1). Pomembna 
značilnost AOL je tudi kopičenje dušikovih spojin v organizmu, od katerih sta 
najpomembnejša urea (sečnina) in kreatinin, ter nezmožnost vzdrževanja prostornine 
telesnih tekočin, koncentracije elektrolitov in kislinsko-baznega ravnovesja (2). AOL lahko 
povzroči številne ledvične in ostale bolezni. Ta sindrom pri 80 % bolnikov spremljata 
oligurija (zmanjšanje volumna izločenega urina pod 400 mL v 24-ih urah) ali anurija 
(zmanjšanje volumna izločenega urina pod 100 mL v 24-ih urah). AOL predstavlja pogosto 
klinično težavo, saj zaradi težke identifikacije lahko pride tudi do izgube funkcije organa 
(1). V velikem odstotku se AOL pojavlja pri bolnikih po težkih operacijah, zaradi česar ga 
povezujemo s povečanjem stopnje umrljivosti in obolevnosti. Zaradi daljšega bivanja 
bolnika v bolnišnici pa lahko sklepamo, da negativno vpliva tudi na stroške zdravljenja (2). 
 
1.2. ETIOLOGIJA AOL 
 
Obstaja več vzrokov za nastanek AOL, ki lahko posebej ali pa v kombinaciji z drugimi 
vzroki povzročijo nastanek sindroma (1). AOL lahko povzročijo okvara obtoka (cirkulacije), 
poškodba ledvičnega parenhima ali okvara v odtoku seča (3). Posledično AOL delimo na 
več oblik: prerenalno, intrinzično in postrenalno. Prerenalna oblika je posledica premajhnega 
volumna prekrvavitve oziroma hipoperfuzije ledvic, intrinzična oblika patofizioloških 
sprememb ledvičnega parenhima, postrenalna oblika pa nastane kot posledica obstrukcije v 




1.2.1. PRERENALNA AOL 
 
Zmanjšanje prekrvavitve ledvic (hipoperfuzija), ki spremlja motnje krvnega obtoka, je 
najbolj pogosti vzrok prerenalne AOL. Pri tem ledvični parenhim ostaja neprizadet (4). 
Postopki glomerulne filtracije in tubulne reabsorpcije so odvisni od perfuzije ledvične 
skorje. Perfuzija ledvic je odvisna od celostnega pretoka krvi skozi tkiva, torej posledično 
lahko vsaka težja motnja sistemnega krvnega obtoka zaradi znižanja kapilarnega tlaka v 
glomerulih zmanjša GFR in povzroči odpoved ledvic. Takšna odpoved je prerenalnega tipa 
in je povzročena z ishemijo ledvičnega tkiva. V zgodnji fazi lahko ledvica kljub hipoperfuziji 
obdrži GFR z aktivacijo številnih adaptacijskih mehanizmov. Prvi mehanizem temelji na 
zmožnosti aferentne arteriole, ki dilatira, drugi mehanizem pa vključuje delovanje 
intrarenalno ustvarjenih prostaglandinov in NO, ki ščitijo ledvico od pretiranega delovanja 
vazokonstrikcijskih hormonov, kot so kateholamini, angiotenzin II in ADH. Povečanja GFR 
ne dosežemo zgolj z opuščanjem aferentne arteriole, temveč tudi z zategovanjem eferentne 
arteriole ob delovanju lokalno ustvarjenega angiotenzina II in noradrenalina. Zmanjšanje 
odpora v aferentni in povečanje odpora v eferentni arterioli vzdržujeta pretok plazme skozi 
glomerule, v katerih se z višanjem tlaka povečuje tudi GFR (3). Ko je možnost tega 
avtoregulacijskega mehanizma presežena, pride do prerenalne AOL. GFR se zmanjšuje 
zaradi razlike med vazokonstriktorjem in vazodilatatorjem, kar privede do znižanja 
glomerulnega tlaka (5). Pri večjih motnjah krvnega obtoka oziroma pri hipovolemiji prihaja 
do hipotenzije in do močnejše aktivacije simpatičnega sistema ter dodatnega lokalnega 
sproščanja angiotenzina II. Ti prispevajo k močnejšemu zategovanju aferentne arteriole in 
zmanjšujejo GFR.  
Prerenalna AOL ne vključuje samo sprememb na ravni glomerulnih in peritubularnih 
kapilar, temveč tudi spremembe, ki jih spodbudi delovanje antidiuretičnega hormona (ADH) 
in aldosterona. Zmanjšanje sistemnega obtoka torej aktivira mehanizme za kompenzacijo 
minutne prostornine srca. Zaradi ledvične ishemije in simpatične stimulacije pride do 
sproščanja večjih količin renina, angiotenzina in aldosterona, zaradi zvišanja osmolarnosti 
plazme in zmanjšanja prostornine krvi pa se izloča več ADH. Omenjeni mehanizmi so 
odgovorni za značilne izvide v prerenalni AOL. Z zmanjšanjem GFR in delovanja hormonov 
nastaja funkcijska oligurija. Zaradi delovanja ADH distalni in zbiralni kanalčki postanejo 
prepustni za vodo in urejo. Mali pretok s pomočjo Henlejeve pentlje in zbiralnih tubulov 




kot posledica znižanja razmerja koncentracije uree v seču in plazmi. Na drugi strani pa se 
kreatinin ne reabsorbira v zbiralnih tubulih, zaradi česar je razmerje koncentracije v seču in 
plazmi visoko. Posledično je povišanje plazmatske koncentracije ureje večje od zvišanja 
koncentracije kreatinina (5).  
Prerenalno AOL lahko hitro rešimo z odstranjevanjem hipoperfuzije ledvic. V primeru dlje 
trajajoče hipoperfuzije se funkcionalna AOL spremeni v ishemijsko akutno tubularno 
nekrozo (ATN), ob čemer nastaja intrinzična ledvična azotemija. Poleg hipovolemije, 
vazokonstrikcijo in AOL povzročajo tudi nesteroidni antirevmatiki, nekateri 
imunosupresivi, bakterijski endotoksini, jodna kontrastna sredstva in hiperkalciemija. 
Hipovolemiji so izpostavljeni bolniki s kongestivno odpovedjo srca, obstoječim 
zmanjšanjem ledvične funkcije, starejše osebe in sladkorni bolniki. Pri njih se AOL razvije 
že po kratki hipoperfuziji ledvic (5). V perioperativnem obdobju so bolniki izpostavljeni 
uporabi nefrotoksičnih zdravil, diuretikov in kontrasta, ki v veliki meri vplivajo na razvoj 
AOL. 
 
1.3. POOPERATIVNA AKUTNA OKVARA LEDVIC 
 
Operacije srca spadajo med najpogostejše kirurške posege. Letno na svetovni ravni opravijo 
več kot 2 milijona tovrstnih operativnih posegov. AOL je še vedno najpogostejši in najtežji 
zaplet kardiokiruških posegov in drugi najpogostejši vzrok AOL v enotah intenzivnega 
zdravljenja. Nedavne raziskave so pokazale, da pri 20–48 % kardiokirurških bolnikov pride 
do blažjih in srednje hudih oblik AOL. Tudi v primeru bolnikov, pri katerih se je po razvoju 
AOL popolnoma obnovila ledvična funkcija, kljub temu obstaja večje smrtno tveganje tudi 
do 10 let po operaciji srca v primerjavi z bolniki, ki niso razvili AOL. Tudi sicer imajo 
bolniki, pri katerih se razvije AOL po operaciji, pogosto več pooperacijskih zapletov, 
podaljšano bivanje v bolnišnici ter večje tveganje za nastanek KLB ali smrti (6). 
Pri srčnih operacijah se uporablja naprava za zunajtelesni krvni obtok (ZTO), ki prevzame 
funkciji srca in pljuč, ter omogoča zaustavljanje srca in odpiranje srčnih votlin. ZTO s 
kontroliranim tlakom in ustreznimi pogoji vzpostavlja umetni krvni obtok ter oksigenacijo 
krvi in perfuzijo bolnikovega telesa, tako da preusmeri vensko kri v napravo za ZTO in 
posledično vrne oksigenirano kri v krvni obtok. Toda ob uporabi naprave za ZTO prihaja do 




pogosto vsebuje zračne ali partikularne embole, posledično zaradi pretoka v ceveh ustvarja 
dodaten stres v krvnih celicah. Tako se aktivirajo celični in humoralni dejavniki akutnega 
vnetnega odziva. Zaradi aktivacije sistema komplementov, fibrinolize in kalikreinskega 
sistema, aktivacije degranuliranih nevtrofilcev, proteaze, sinteze citokinov in ustvarjanja 
kisikovih radikalov, pride do sindroma sistemskega vnetnega odziva (SIRS). Znaki SIRS-a 
se kažejo kot nastanek mikroembolov, koagulopatija, vazodilatacija in premikanje tekočine 
med intersticijem in intravaskularnim prostorom ter na ta način pri bolniku povzročijo 
različne možne disfunkcije, ki lahko vodijo tudi do odpovedi organskih sistemov. Ravno 
zaradi tega je uporaba naprave za ZTO večkrat izpostavljena kot eden pomembnejših 
razlogov za pooperativno AOL (2). 
 
1.4. KLASIFIKACIJA AOL 
 
V preteklih letih se je definicija AOL večkrat spreminjala, kar posledično otežuje primerjavo 
pojavnosti (incidence) in razširjenosti (prevalence) med različnimi študijami. Ocenjeno je, 
da se AOL pojavlja pri 2–18 % bolnišničnih bolnikov in 22–57 % vseh kritičnih bolnikov. 
Nekoč je veljalo mnenje, da se bolnikom na okrevanju od AOL običajno ponovno vzpostavi 
normalno delovanje ledvic, raziskave pa so pokazale, da je razvoj AOL pri bolnikih 
pomemben dejavnik za nadaljnji razvoj kronične ledvične bolezni (7). Zaradi tega se pojavlja 
potreba po primernem klasifikacijskem sistemu, ki bi zdravnikom pomagal postavljati 
diagnoze, določati faze ledvičnih poškodb in napovedovati izide zdravljenj. V literaturi je 
opisanih več kot 35 različnih definicij AOL. Večina vključuje meritvi serumskega kreatinina 
(sKRE) in proizvodnje seča v skladu s telesno težo v določeni časovni enoti (diurezo), ki kot 
bistvena markerja nastopita pri oceni ledvične funkcije, saj sta edinstvena za ledvico in se 
preprosto merita (7). Najpogosteje uporabljena merila za opredeljevanje AOL so: RIFLE 
(angl. Risk, Injury, Failure, Loss of kidney function and End-stage renal failure), AKIN 
(angl. Acute Kidney Injury Network) in KDIGO (angl. Kidney Disease Improving Global 







Leta 2004 je skupina ADQI (angl. Acute Dialysis Quality Initiative) objavila RIFLE 
klasifikacijo, ki temelji na spreminjanju vrednosti sKRE in GFR, v skladu z osnovno 
vrednostjo in diurezo. Po teh merilih se AOL deli v tri skupine: tveganje, poškodba in 
ledvična odpoved. Na tak način je možno sproti spremljati tudi spremembo intenzivnosti 
AOL vse do morebitne izgube ledvične funkcije ali končnega izida v obliki terminalne 
ledvične odpovedi (8). 
 
Leta 2007 je bila objavljena klasifikacija AKIN oziroma modificirana različica RIFLE z 
namenom izboljšanja občutljivosti diagnostičnih meril za AOL (9). V nasprotju z različico 
RIFLE klasifikacijo AKIN sestavlja pet meril:   
1. Tveganje, poškodba in ledvična odpoved so zamenjani z razredi 1, 2 in 3. 
2. Kriterij GFR je izločen. 
3. Absolutno povišanje sKRE za najmanj 0,3 mg/dL (26,5 μmol/ L) je dodano k razredu 
1. 
4. Bolniki, ki začenjajo zdravljenje z nadomestno ledvično terapijo (dializa), so 
samodejno razporejeni v razred 3. 
5. Končni izidi (izguba ledvične funkcije in končna odpoved ledvic) so izločeni (8,9). 
 
Po klasifikaciji AKIN je treba izpolniti samo en kriterij (sKRE ali urna diureza), ki nam 
pomaga razvrstiti AOL v določen razred. Poleg tega so za diagnozo AOL po klasifikaciji 
AKIN potrebne spremembe med dvema vrednostma sKRE v obdobju 48-ih ur, medtem ko 
je v klasifikaciji RIFLE na voljo en teden (10). Na ta način se lahko določi sprememba v 
ledvični funkciji neodvisno od osnovne vrednosti sKRE (8). AKIN in RIFLE se razlikujeta 









Najnovejša klasifikacija AOL temelji na prejšnjih klasifikacijah in je bila predlagana leta 
2012 s strani združenja KDIGO (angl. Kidney Disease Improving Global Outcomes). 
Namen nove klasifikacije je bil združiti definicije AOL. Po definiciji KDIGO, AOL 
povezujemo z:   
 absolutnim povišanjem sKRE, najmanj 0,3 mg/dL (26,5 μmol/L) v časovnem okviru 
48 ur ali 
 50-odstotnim povišanjem sKRE od začetne vrednosti v časovnem okviru enega tedna 
ali 
 zmanjšanjem prostornine urina – manj od 0,5 mL/kg/h v najmanj 6-ih urah (9). 
 
Enako kot pri klasifikaciji AKIN je začetek nadomestnega ledvičnega zdravljenja tudi v tem 
primeru razvrščen v 3. razred. KDIGO kot kriterij dodaja anurijo, ki traja dlje kot 12 ur in 












Tveganje (angl.Risk)           
1,5-kratno povečanje 




1,5-1,9- kratno povečanje ali 
povečanje sKRE ≥ 0,3 mg/dl 
(26,5 μmol/ L) 
Stopnja 1 
1,5-1,9-kratno povečanje ali 
povečanje sKRE ≥ 
26,5 μmol/ L 
 
Poškodba (angl.Injury) 
2-kratno povečanje sKRE/ 
zmanjšanje GFR >50% 
 
              Stopnja 2 
2- 2,9-  kratno povečanje 
Stopnja 2 
2-2,9-  kratno povečanje 
Popušćanje (angl.Failure) 
3-kratno povečanje sKRE 
ali sKRE ≥ 4mg/dL z 
akutnim povečanjem 0,5 
mg/dL / zmanjšanje GFR 
>75% 
 
              Stopnja 3 
3- kratno povečanje oz. 
akutno povečanje sKRE ≥ 
0,5 mg/dL(44,2 μmol/ L) ob 
izhodiščni vrednosti sKRE > 
4,0 mg/dL (353,6 μmol/ L 
Stopnja 3 
3-kratno povečanje ali povečanje 
sKRE ≥ 4,0 mg/dL (353,6 μmol/ L) ali 
potreba po ledvični nadomestni terapiji 
ali padec eGFR< 35ml/min/1.73m2 pri 
bolnikih < 18 let 
 
Izguba (angl.Loss) 
Potreba po ledvični 
nadomestni terapiji za 
obdobje > 2 tedna 
  
 Končna odpoved       
(angl.End- stage) 
Potreba po ledvični 
nadomestni terapiji za 
obdobje > 3 mesecev 
  




1.5. DIAGNOSTIKA AKUTNE OKVARE LEDVIC 
 
Za diagnostiko ledvičnih bolezni se uporablja cel niz preiskav in postopkov, po sistemu od 
tistih najbolj preprostih do bolj kompleksnih. Določanje koncentracije ureje in kreatinina v 
serumu in urinu ter rutinska preiskava urina so laboratorijske preiskave, ki se rutinsko 
uporabljajo pri sledenju in ocenjevanju bolezni. Ostale laboratorijske preiskave, s katerimi 
se lahko določi ledvična funkcija, so: določanje koncentracije elektrolitov, kislinsko-
baznega statusa, kalcija, fosforja in hormonov (12). 
Diagnostika AOL običajno vključuje meritev koncentracije sKRE in urno diurezo. Serumski 
kreatinin se več kot 60 let samostojno uporablja za označevanje ledvične funkcije ali izračun 
glomerulne filtracije (GFR) (13). Čeprav sKRE še vedno predstavlja zlati standard in je kot 
takšen vključen v najnovejše kriterije KDIGO za klasifikacijo, pa kljub temu ni dovolj 
značilen za zgodnje odkrivanje AOL (14). Koncentracija narašča s podaljševanjem časa, ko 
se v laboratorijskih izvidih odkrije povečana vrednost serumskega kreatinina in zabeleži 
padec glomerulne filtracije več kot 50 odstotkov (padec GFR na 60–40 mL/min), kar s 
kliničnega stališča pomeni postavitev diagnoze AOL z zamudo in izvedbo terapijskih 
postopkov z zamudo (15). Manjših sprememb ni možno odkriti z določanjem koncentracije 
kreatinina zaradi funkcionalne kapacitete nefrona (12). Starost, spol, mišična masa in 
nutritivni status tudi vplivajo na koncentracijo sKRE. Poleg tega, se lahko koncentracija 
sKRE poviša med hidratacijo z uporabo nesteroidnih protivnetnih zdravil in pri številnih 
stanjih, ki se kažejo skozi zmanjšano perfuzijo ledvic brez poškodbe ledvice (16). 
Kreatininu se pridruži tudi cistatin C. Cistatin C je biooznačevalec glomerulne filtracije in 
ga ne uporabljamo kot pravega označevalca AOL, saj njegove vrednosti ne nakazujejo na 
neposredno okvaro ledvic, temveč zgolj spremembe v GFR (13,14). Kljub temu je koristen 
v zgodnji diagnostiki AOL, saj njegove serumske vrednosti začnejo rasti 1–2 dni pred 
vrednostmi serumskega kreatinina. V nasprotju s kreatininom, vrednost cistatina C ni 
odvisna od spola, življenjske dobe ali mišične mase (6). Določanje koncentracije cistatina C 
se priporoča v smernicah KDIGO za diagnozo KLB (12). 
Diureza velja za relativno zanesljivega označevalca ledvične funkcije, predvsem v primeru 
poškodbe tubula. Zaradi zapletenosti povezave z GFR in funkcijo tubulov nas lahko 
interpretacija diureze brez istočasne biokemične analize urina pogosto pripelje do napačnih 




diuretikov. Težka oligurija in anurija najpogosteje kažeta na obstoječo poškodbo tubulov ali 












1.6. NOVEJŠI BIOLOŠKI OZNAČEVALCI AOL 
 
Zaradi znanih omejitev sKRE, ki so povezane z značilnostjo kreatinina, predvsem z 
njegovimi omejitvami v zgodnji fazi odkrivanja AOL, je bila v zadnjih letih na prvo mesto 
v aktivnih raziskavah za zgodnje odkrivanje AOL potisnjena predvsem preiskava novih 
označevalcev (14,15). Meritve označevalcev ledvičnih poškodb omogočajo hitrejšo 
diagnozo, kljub temu pa zahtevajo dodatno potrditev, preden se jih vključi v rutinske klinične 
meritve in jih strokovne skupine razvrstijo po diagnostičnih kriterijih za AOL (17). Popoln 
biološki označevalec za zgodnje odkrivanje AOL najverjetneje ne obstaja, tudi pri 
raziskovanju novih označevalcev je treba namreč upoštevati nekaj dejavnikov, ki bi jih 
označevalec moral izpolnjevati (Preglednica III). 
 
 
    
 
OMEJITVE SERUMSKE KONCENTRACIJE 
KREATININA 
 
 Zahtevano stacionarno stanje GFR 
 Neobčutljivost na majhne spremembe GFR 
 Pozni označevalec spremembe GFR 
 Neznačilen kazalnik 
 Vpliv kliničnih značilnosti (starost, spol, teža, 
status prostornine, uporaba zdravil) 

















Novi označevalci ledvične funkcije ne omogočajo samo zgodnjega odkrivanja AOL, v 
primerjavi z doslej uporabljanimi označevalci namreč omogočajo tudi razlikovanje med 
različnimi anatomskimi mesti poškodbe kot tudi mehanizmi nastanka AOL (13). Glede na 
to, da AOL ni bolezen, ampak klinični sindrom, ki nastane kot rezultat različnih in 
večpomenskih etiologij, obstaja majhna možnost, da se določi samo en dovolj močen 
biološki označevalec, čigar povišana vrednost bi v prisotnosti normalne vrednosti kreatinina 
kazala na ledvično poškodbo. Čeprav jih sodobne klasifikacije (RIFLE, AKIN, KDIGO) 
trenutno še ne vključujejo, velja predvidevati, da se bo to v prihodnosti spremenilo in da 
bodo vključeni tudi v rutinsko klinično prakso. Še vedno pa obstaja niz ovir za razširjeno 
(rutinsko) uporabo novih bioloških označevalcev, zato bo v prihodnosti treba dokazati 





Preglednica III: Idelane značilnosti biološkega označevalca za AOL (16) 
 
ZNAČILNOSTI IDEALNEGA OZNAČEVALCA 
 
 Omogoča stratifikacijo (razslojevanje) tveganja 
 Občutljiv in značilen za poškodbe ledvice 
 Zgodnji označevalec poškodbe ledvice 
 Široki spekter vrednosti v soodvisnosti s stopnjo 
poškodbe 
 Terapevtsko sledenje koncentraciji 
 Lahko dostopni in neinvazivni vzorci (urin, plazma) 
 Stroškovno učinkovit 


















V zadnjih letih je bilo identificirano veliko število serumskih in urinskih biooznačevalcev, 
ki omogočajo zgodnjo diagnozo in predvidevajo potek AOL. Dosedanje študije govorijo v 
korist istočasni uporabi nekaterih označevalcev zaradi zvišane občutljivosti in določenih 
dodatnih značilnosti (13). V razvitejših in bogatejših državah se nekateri novi označevalci 
uporabljajo kot dodatki obstoječim standardom, ki so določeni s smernicami in priporočili 
kot dodatni diagnostični postopki (6). Izmed novih označevalcev so med najbolj 
raziskovanimi: lipokalin, povezan z nevtrofilno gelatinazo (angl. Neutrophil gelatinase-
associated lipocalin – NGAL), molekula za odkrivanje ledvičnih okvar 1 (angl. Kidney 
injury molecule-1 – KIM-1), jetrna oblika vezalne beljakovine za maščobne kisline (angl. L-
type fatty acid-binding protein – L-FABP), tkivni zaviralec metaloproteinaz 2 (angl. Tissue 
inhibitor of metalloproteinases-2 – TIMP-2), vezalna beljakovina 7 inzulinskega rastnega 
faktorja (angl. Insulin-like growth factor-binding protein 7 – IGFBP-7), N-acetil-beta-D-
glukozaminidaza (angl. N-acetyl-β-D-glucosaminidase – NAG) in angiotenzinogen. Manj 
raziskovana potencialna biooznačevalca sta: s cisteinom bogata beljakovina 62 (angl. 
Cystein-rich protein 61 – CYR61) in klotho (6, 14).  
 
Preglednica IV: Ovire pri rutinski uporabi bioloških označevalcev (6) 
 
OVIRE PRI RUTINSKI UPORABI BIOLOŠKIH 
OZNAČEVALCEV 
 
 Nižja vrednost istih, ko je čas nastanka ledvične okvare neznan 
 Nižja vrednost istih v prisotnosti več istočasnih bolezni (npr. 
KLB, sepsa) 
 Nezmožnost zanesljivega odkrivanja AOL pri posamezniku 
(posebej v prisotnosti različnih vzrokov in drugih istočasnih 
bolezni) 






Slika 1 (prirejeno po [6]): Pojavnost novejših bioloških označevalcev v različnih stadijih 
nastanka AOL 
 
NGAL je gliko-beljakovina, ki se izloča predvsem iz nevtrofilca (14). Klinična vrednost se 
odčita 3 ure po okvari kot posledica sinteze te beljakovine v ledvicah, najvišjo koncentracijo 
pa doseže po 6-ih urah (6). Istočasno določanje serumske in urinske koncentracije NGAL-a 
lahko ima vrednost v oceni nastanka in poteka AOL (6). KIM-1 je transmembranska 
beljakovina, ki se pri ledvični okvari v urinu pogosto pojavi v višjih koncentracijah. Je 
kakovosten označevalec za razlikovanje prerenalne azotemije in kronične ledvične bolezni 
(6). L-FABP je majhna beljakovinska molekula, ki jo najdemo v proksimalnih tubulih. V 
urin se izloči že pri ishemijsko-reperfuzijski ali oksidativni okvari, najvišjo koncentracijo pa 
doseže po 6-ih urah. Šteje kot zgodnji test za diagnostiko hipoksije ledvic in tveganja za 
okvaro ledvic, a na Japonskem je odobren tudi kot test pri diagnostiki AOL (6). TIMP-2 sodi 
po zgradbi med beljakovine, a funkcijsko zavira delovanje metaloproteinaza. Če je 
uporabljen v urinu, lahko oceni stadij AOL. IGFBP-7 je beljakovina, ki je v celicah 
ledvičnega epitela. V ledvici se inducira po ishemiji in je tako vključena v staranje celic (18). 
V stadiju napredovanja AOL lahko poveča okvaro ledvic (6). NAG je hidrolitičen encim, 
navadno prisoten v urinu. Povečanje njegove dejavnosti v urinu je lahko kazalec tubulo-
intersticijskih ledvičnih okvar (6). Angiotenzinogen ima lastnosti napovednega označevalca. 
Njegova prisotnost v urinu kaže na povišano aktivacijo renin-angiotenzinskega sistema v 
ledvicah, kar vpliva na napredovanje AOL pri KBL. CYR61 je beljakovina, ki se hitro 
inducira v proksimalnih tubulih po ledvični ishemiji in izloča v urinu, kjer bi lahko bila 
uporabljena kot zgodnji biooznačevalec AOL (19). Klotho je po zgradbi transmembranska 
beljakovina, ki je prisotna predvsem v ledvičnih tubulih. Pri AOL je njegova koncentracija 




V okvirju svoje raziskave smo se osredotočili na dva potencialna urinska biooznačevalca 
AOL: predvsem BHMT-2 (betain-homocistein S-metiltransferaza 2, angl. Betaine 
homocysteine S-methyltransferase 2), ki spada med manj raziskane biooznačevalce in IL-
18, ki sodi med bolj raziskovane biooznačevalce. 
 
1.6.1. S- METILMETIONIN- HOMOCISTEIN -S- METILTRANSFERAZA  
 
1.6.1.1. STRUKTURA IN IZRAŽANJE 
 
BHMT-2 je metaloencim, ki sodeluje pri regulaciji metabolizma homocisteina. Homocistein 
je aminokislina, ki vsebuje žveplo in ima ključno vlogo pri reakcijah metilacije. S prenosom 
metilne skupine iz betaina v homocistein nastaja metionin, ki donira metilno skupino za 
metilacijo DNA, proteinov, lipidov in ostalih znotrajceličnih metabolitov (20). BHMT-2 
sodi v družino transferaz oziroma metiltransferaz. Beljakovina, ki kodira ta gen, je 
monomerna in sestavljena iz 363-ih aminokislin (40.3 kDa) (21). Pri ljudeh obstajata dva 
izoencima, betain-homocistein S-metiltransferaza (BHMT) in BHMT-2, vsak pa je kodiran 
s posebnim genom (22). Kot njihovi imeni nakazujeta, sta BHMT in BHMT-2 ozko 
povezana (merjeno skozi odstotek podobnosti sekvenc) eden z drugim (21). Oba sta na 
človeškem kromosomu 5 (5q13), kar nakazuje, da gre za tandem duplikatov (23). Človeški 
BHMT-2 kaže 73-odstotno podobnost z aminokislinami BHMT-a (24). Pri ljudeh je najbolj 
zastopan v jetrih in ledvicah odraslega človeka, v manjših količinah je najdena tudi v 
možganih, srcu in skeletnih mišicah (25). Z imunohistokemično metodo je dokazana visoka 





       
Slika 2 (prirejeno po [26]): Imunihostokemični prikaz izraznosti BHMT-2 v ledvicah. Črne 
puščice označujejo rjavo obarvane celice, ki kažejo na prisotnost BHMT-2. 
 
1.6.1.2. FUNKCIJA BHMT-2 
 
BHMT-2 katalizira pretvorbo homocisteina v metionin. V tej reakciji je darovalec metilne 
skupine S-metilmetionin (SMM) (27). SMM, izvleček (substrat) BHMT-2, znan tudi kot 
vitamin U, je v kvasu in številnih rastlinah, vključno s hrano, kot je zelje, paradižnik, česen 
in zelena (21). Beljakovina, ki kodira ta gen, je ena izmed treh encimov, ki lahko metilirajo 
homocistein. Ostala encima sta BHMT in metionin sinataza (MTR). V nasprotju z BMHT-
2, BHMT kot darovalca metilne skupine uporablja betain, ki nastaja z oksidacijo kolina, pri 
čemer nastajata dimetilglicin in metionin, medtem ko MTR za postopek metilacije uporablja 
metiltetrahidrofolat (21,24,25). Značilna dejavnost SMM ni zavirana z dimetilglicinom, 
močnim BHMT inhibitorjem, ampak z metioninom in v manjši meri s S-
adenozilmetioninom (23). Odkritje tretjega gena (z dejavnostjo homocistein 
metiltransferaze) je pomembno za razumevanje biokemičnega ravnovesja pri uporabi 
betaina in metiltetrahidrofolata (darovalec metilne skupine) in regulacije metabolizma 
folatov in kolinov v normalnih fizioloških in patofizioloških pogojih v organizmu (24). S 
preoblikovanjem homocisteina (Hcy) v metionin (Met), BHMT-2 opravlja dvojno funkcijo, 
zmanjšuje količino Hcy-a in povečuje dostopnost Met-a. Met se potem lahko preoblikuje v 







        Slika 3 (prirejeno po [27]): Katalitična aktivnost BHMT-2 
 
 
1.6.1.3. POVEZANOST BHMT- 2 IN AOL 
 
BHMT-2 je ena izmed štirih opisanih urinskih beljakovin s pretežno izraznostjo ledvičnega 
gena, ki se spreminjajo kot odgovor na nadzorovano I/R ledvic in delujejo kot potencialni 
biološki označevalci okvare ledvic. Do tega odkritja je pripeljala študija, v kateri je bil razvit 
prašičji model enostranske ledvične ishemije in reperfuzije (I/R) z namenom identifikacije 
novih bioloških označevalcev za AOL. Novo identificirane beljakovine so potrdili na 
ljudskih vzorcih bolnikov s poškodovano funkcijo ledvic. V nasprotju s prejšnjimi študijami, 
kjer so vzorce zbirali selektivno iz ishemične ledvice, so tukaj svoje tkivne, urinske in 
serumske vzorce odvzeli iz ishemične in kontralateralne ledvice z namenom odkritja 
subtilnih biokemičnih sprememb, ki so nastale z ledvično I/R in bi se lahko uporabljale kot 
zgodnji sistemski biološki označevalci ledvičnih bolezni. Vzorci ledvičnega tkiva iz 
ishemične in kontralateralne ledvice so bili odvzeti po reperfuziji in analizirani 24 ur po 
ledvični I/R. AOL je bila potrjena skozi histološko analizo. Urinski in serumski vzorci so 
bili odvzeti v 5-ih različnih časovnih obdobjih; v obdobju preishemije (pred okluzijo 
ledvične arterije), ishemije (60 min po okluziji ledvične arterije) in 4, 11 in 16 ur po 
reperfuziji. Zbrani vzorci so analizirani z masnim spektrometrom, rezultati pa so izbrani po 
prisotnosti v vsaj 3-eh različnih živalih in na koncu primerjani z že prej znano bazo podatkov 
tkivno značilnih genov – TiGER (Tissue-specific Gene Expression and Regulation). Po 
zaključku proteomske analize urina živalskega modela s potrjeno AOL je bilo identificiranih 




beljakovine, ki so se izločile v urinu po ledvični ishemiji in reperfuziji (I/R) ter se pojavile 
v ishemični ledvici. Da bi pojačali značilnosti identificiranih bioloških označevalcev urina, 
so primerjali 49 izbranih beljakovin s seznamom genov, značilnih za tkiva ledvic iz baze 
podatkov TiGR-a. Samo štiri beljakovine, vključno z BHMT-2, so bile značilne za ledvice. 
Rezultati analize so pokazali, da je BHMT-2 bil rahlo povišan v obdobju ishemije in 11 ur 
po reperfuziji ter značajno povišan 16 ur po reperfuziji. Glede na to, da BHMT-2 pretvarja 
homocistein v metionin, je zanimivo, da so v prejšnji študiji izvedeni poskusi na istih živalih 
pripeljali do odkritja povišanega metionina tudi v serumu v ishemičnem obdobju (28). V 
študiji, kjer so analizirali serumske vzorce bolnikov s potrjeno AOL in jih primerjali z vzorci 
zdravih prostovoljcev, so z metodo tekočinske kromatografije, izvedene z masno 
spektrometrijo (LC-MS), identificirali povišane koncentracije homocisteina in metionina pri 
pacientih z AOL, in odkrili, da je povečanje metionina pri bolnikih z AOL statistično 
značilno povezano s smrtnostjo (29). Glede na to, da je BHMT-2 kot potencialen biološki 
označevalec za AOL najden s pomočjo potrjene proteomične analize urina, je treba izvesti 
namenske analize, zato smo se tudi odločili narediti analizo BHMT-2 v urinskih vzorcih 
bolnikov, ki so prestali operacijo srca z uporabo ZTO. 
 
1.6.2. INTERLEVKIN 18  
 
1.6.2.1. STRUKTURA IN IZRAŽANJE 
 
Interlevkin 18 je protivnetni citokin, ki sodi v družino citokinov IL-1. Sintetiziran je kot 
neaktiven 23 kDa proteinski prekurzor nekaterih tkiv, vključno z monociti, makrofagi in 
proksimalnimi epitelnimi celicami epitelov in predelan v aktivni 18.3 kDa citokin s pomočjo 
kaspaze-1 (30). Pravzaprav je to procitokin, ki se skozi zorenje odcepi s pomočjo kaspaze-1 
kot del funkcije multibeljakovinskega kompleksa (31). Dozorel IL-18 pospeši vnetje s 
pomočjo signalizacije IL-18 receptorja-α. Tako spodbuja akutno poškodbo z indukcijo 
regulacije ostalih vnetnih posrednikov, vključno s TNF-α in iNOS-om, ter kemokinoma 






1.6.2.2. VLOGA IN KLINIČNA POMEMBNOST IL-18 
IL-18 je potencialen biološki označevalec za AOL, ker ima poudarjeno vlogo v vnetnih 
procesih, ki slabšajo poškodbo ledvic med fazo širitve AOL (31). Javlja se kot odgovor na 
poškodbo proksimalnih tubulnih epitelnih celic ledvic. Študije na živalih so ga potrdile kot 
posrednika ledvične ishemijsko-reperfuzijske poškodbe, ki povzroča akutno tubulno 
nekrozo in infiltracijo nevtrofilcev in monocitov v ledvični parenhim (30). 
Klinična študija, izvedena na bolnikih v enoti za intenzivno terapijo, je pokazala, da 
vrednosti IL-18 lahko predvidijo smrtni izid in potrebo po dializi, a glede na to, da gre za 
protivnetni citokin, njegova vrednost zraste tudi v primeru sepse (32). Značilnost IL-18 je 
dokazana v študiji, ki je izvedena na bolnikih, izpostavljenih kardiopulmonalnemu 
premoščanju, pri katerih je opaženo povišanje IL-18 v časovnem okviru 4–6 ur po posegu 
pri bolnikih, ki so razvili AOL, medtem ko je povišanje serumskega kreatinina pri istih 
opaženo šele po 48–72 urah (15).  
V zadnjem času so številne klinične študije usmerjene k diagnostični natančnosti ravni IL-
18 v predvidevanju AOL. Nasprotujoči si rezultati različnih kliničnih študij so izzvali 
zaskrbljenost zaradi predvidljivih vrednosti AOL v različnih okoljih. Glede na to, da so v 
različnih študijah bili prijavljeni različni pragovi, ne obstaja jasno soglasje o primerni mejni 
ravni IL-18 za predvidevanje AOL. Kljub temu rezultati dokazujejo, da ima raven IL-18 v 
urinu diagnostično vrednost za AOL. Diagnostična natančnost AOL ima tendenco 
učinkovitosti pri pediatričnih bolnikih in v zgodnjem predvidevanju AOL (30). 
Dokazano je, da sta ravni urinarnega IL-18 bistveno povišani pri bolnikih z akutno tubulno 
nekrozo v nasprotju z zdravimi pregledi in številnimi drugimi ledvičnimi patologijami, 
vključno z okužbo sečil, kronično ledvično nezmogljivostjo in predledvično azotemijo. To 
je glavni razlog, da patofiziologija IL-18 še vedno ni popolnoma razumljena. IL-18 lahko 
zavzame vlogo posrednika značilnih podtipov poškodbe, ne pa označevalca poškodbe. 
Čeprav se IL-18 lahko po AOL inducira v proksimalnih tubulih in se po izločanju kaspaze-
1 izloči v urin, ga lahko pridobiš tudi zaradi poškodbe pljuč, ishemije srčnih mišic itd. Za 






2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Med operacijo srca z uporabo ZTO pogosto pride do AOL zaradi prekinjenega krvnega 
obtoka in posledično ishemično reperfuzijske poškodbe. AOL je težji zaplet, ki poslabša 
napovedi bolnikov po srčni operaciji. V sedanji klinični praksi se za diagnozo AOL 
uporablja serumski kreatinin, ki ni dovolj občutljiv oziroma značilen za predstavitev akutnih 
sprememb ledvične funkcije.  
Namen zaključnega dela je, da v urinskih vzorcih operiranih bolnikov z uporabo BHMT-2 
– kot biološkega označevalca AOL – prepoznamo zgodnjo AOL po operaciji srca z 
namenom zgodnjih diagnostičnih in terapijskih postopkov. V nalogi bi radi preverili in 
ovrednotili povezavo med BHMT-2 z AOL v zgodnji fazi po operaciji srca. Dodatno bomo 





          1. BHMT-2 je povezan z zgodnjo AOL po operaciji srca. 
          2. IL-18 je biološki označevalec, s katerim se lahko v zgodnji fazi po     








Raziskava je potekala v letu 2015 in je bila prospektivne in pilotne narave. Preiskovanci, ki 
smo jih vključili v raziskavo, so bili bolniki z ishemično boleznijo srca in pridruženo stenozo 
aortne zaklopke ali brez nje. Na kardiokirurškem konziliju so bili predstavljeni za operacijo 
premostitve večnih arterij z ali brez menjave aortne zaklopke z uporabo ZTO in so 
prostovoljno privolili na sodelovanje v raziskavi. Vsi preiskovanci so bili operirani v UKC 
Ljubljana (37). V raziskavo smo vključili skupno 24 bolnikov, 15 moških in 9 ženskih. 




Pacientom so bili odvzeti serumski in urinski vzorci v sedem različnih časovnih obdobijh: 
1. Pred operacijo 
2. Med ZTO 
3. Ob zaključku ZTO 
4. Dve uri po zaključku ZTO 
5. Štiri ure po zaključku ZTO 
6. Dvanajst ur po zaključku ZTO 
7. Prvi dan po operaciji 
Pridobljeni serumski in urinski vzorci so bili razdeljeni v alikvote in zamrznjeni do začetka 
analize. Koncentracije serumskega kreatinina v vzorcih je izmerilo osebje Kliničnega 
inštituta za klinično kemijo in biokemijo v Kliničnem centru Ljubljana, podatke pa smo 
pridobili s pomočjo Laboratorijskega informacijskega sistema (LIS). Na podlagi serumskih 
koncentracij kreatinina smo bolnike po klasifikaciji KDIGO razdelili v dve skupini – na tiste, 




smo izmerili s tehnologijo ELISA, odvzete so bile iz zamrznjenih urinskih alikvotov v 
Laboratoriju za analitiko hormonov in tumorskih označevalcev Kliničnega centra Ljubljana. 
 
 
3.3. REAGENTI IN OPREMA 
 
3.3.1. KOMPLET REAGENTOV ZA DOLOČANJE KONCENTRACIJE BHMT-  2     
 
Za določanje koncentracije BHMT-2 v urinu smo uporabili komplet reagentov ELISA za 
BHMT-2 (Human ELISA kit, Abbexa LTD, Cambridge, United Kingdom). Komplet 
reagentov vključuje: 
1. mikrotitrsko ploščico z vezanim značilnim protitelesom za BHMT-2 antigen (12x 8 
vdolbnic); 
2. standard (2x); 
3. dilucijski pufer (20 mL); 
4. spiralni pufer [30x koncentrat] (20 mL); 
5. detekcijski reagent A [100x koncentrat] (120 𝜇𝐿) in B [100x koncentrat] (120 𝜇𝐿) 
6. diluent A (12 mL) in B (12 mL); 
7. ″stop″ raztopino ( za ustavitev reakcije) 
8. substrat TMB; 
9. folijo za pokritje ploščice (4x). 
Potreben material, ki ni del kompleta reagentov ELISA za BHMT-2: 
 inkubator (37 oC ); 
 bralnik mikrotitrske ploščice; 
 pipete in nastavki za zanje; 
 avtomatski spiralnik mikrotitrskih ploščic; 
 stresalnik za mikrotitrske ploščice; 
 destilirana voda; 
 staničevina; 
 kozarci za pripravo razredčila standarda in vzorcev; 




3.3.1.1. PRIPRAVA VZORCEV IN REAGENTOV ZA DOLOČANJE BHMT-2 
 
Vzorce in reagente smo pripravili po navodilih proizvajalca. V prvi fazi smo zamrznjene 
vzorce (–20 oC) in komplet reagentov iz hladilnika (2–8 oC) privedli do sobne temperature 
(18–25 oC).  
 
 SPIRALNI PUFER: pripravili smo ga tako, da smo 20 mL spiralnega pufra v 
merilnem valju pomešali s 580 mL destilirane vode in dobili 30-kratno razredčitev. 
 STANDARD: standard smo pripravili, tako da smo mu dodali 1.0 mL standard 
dilucijskega pufra, da smo dobili standardno raztopino (40 ng/mL). Potem smo vzeli 
sedem epruvet in jih označili z oznakami StA (0.31 ng/ml), StB (1.25 ng/mL), StD 
(2.5 ng/mL), StE (5 ng/mL), StF (10 ng/mL) in StG (20 ng/mL), nakar smo v vsako 
epruveto dodali 0.5 mL (500 μL) standard dilucijskega pufra. V prvo epruveto (StG, 
– 20 ng/mL) smo s pipeto dodali 0.5 mL (500 μL) standardne raztopine (40 ng/mL). 
Epruveto smo premešali s pomočjo električnega mešalnika Vorteks in prenesli 0.5 
mL (500 μL) v drugo epruveto (StF – 10 ng/mL). Potem smo prenesli iz druge 
epruvete 0.5 mL (500 μL) v tretjo epruveto (5 ng/mL) in znova premešali ter tako 




               Slika 4 (prirejeno po [22]): Postopek razredčitve standarda 
    





 DETEKCIJSKI REAGENT A IN B: reagente smo najprej centrifugirali (10 min/ 
3000 obratov), nato smo z uporabo diluentov A in B ustvarili 100-kratne razredčene 
raztopine, tako da smo 100 μL detekcijskih reagentov A in B razredčili v 9900 μL 
diluentov A in B. Raztopini reagentov A in B se pripravita 15 minut pred nanosom 
na mikrotitrsko ploščico. 
 SUBSTRAT TMB: pripravljen za uporabo in razredčitev ni potrebna. 
 »STOP« RAZTOPINA: pripravljena za uporabo in razredčitev ni potrebna. 
 
 
3.3.2. KOMPLET REAGENTOV ZA DOLOČANJE KONCENTRACIJE IL- 18  
 
Za določanje koncentracije IL-18 v urinu smo uporabili komplet reagentov ELISA za IL-18        
( Human Interleukin 18, Cusabio Biotech). Komplet reagentov vključuje: 
 mikrotitrsko ploščico z vezanim značilnim protitelesom za IL-18 antigen (12 x 8 
vdolbnic); 
 standard (2x); 
 biotinilirano IL- 18 protitelo [100x koncentrat] (120 𝜇𝐿); 
 konjugiran avidin s hrenovo peroksidazo – HRP [100x koncentrat] (120 𝜇𝐿); 
 diluent za biotinilirano IL- 18 protitelo (15 mL); 
 diluent za konjugiran avidin s hrenovo peroksidazo – HRP (15 mL); 
 vzorčni diluent (50 mL); 
 spiralni pufer [25x koncentrat] (20 mL); 
  substrat TMB (10 mL); 
 ″stop″ raztopino (10 mL); 
 folijo za pokritje ploščice (4x). 
 
Potreben material, ki ni del kompleta reagentov ELISA za IL-18: 
 bralnik mikrotitrske ploščice; 
 inkubator (37 oC); 





 100 ml in 500 ml merilni valj; 
 destilirana voda; 
 pipete in nastavki zanje; 
 kozarci za pripravo razredčitve. 
 
3.3.2.1. PRIPRAVA VZORCEV IN REAGENTOV ZA DOLOČANJE IL-18 
 
Vzorce in reagente smo pripravili po navodilih proizvajalca. V prvi fazi smo zamrznjene 
vzorce (–20 oC) in komplet reagentov iz hladilnika (2–8 oC) privedli do sobne temperature 
(18–25 oC).  
 
 SPIRALNI PUFER: pripravili smo ga tako, da smo v merilni valj (1000 mL) 
pretočili 20 mL spiralnega pufra in dolili do 500 mL destilirane vode.  
 STANDARD: standard smo najprej centrifugirali (30 sekund/6000–10.000 
obratov) in ga zatem rekonstruirali z 1.0 mL (1000 𝜇𝐿) vzorčnega diluenta, da je 
nastala raztopina koncentracije 2000 pg/mL. Vzeli smo sedem epruvet in jih 
označili z oznakami St0 (0 pg/mL), St1(31.25 pg/mL), St2 (62.5 pg/mL), St3 
(125 pg/mL), St4 (250 pg/mL), St5 (500 pg/mL) in St6 (1000 pg/mL). V vsako 
epruveto smo dodali 250 𝜇𝐿 vzorčnega diluenta. Potem smo v prvo epruveto 
(St6) dodali 250 𝜇𝐿 rekonstruiranega standarda (2000 ng/mL), ga premešali s 
pomočjo električnega mešalnika Vorteks in prenesli 250 μL raztopine v 
naslednjo epruveto (St5), znova premešali in ponavljali postopek do zadnje 
porabljene epruvete. 
            




 BIOTINILIRANO PROTITELO: protitelo pred odpiranjem najprej 
centrifugiramo. Glede na to, da zahteva biotinilirano protitelo 100-kratno 
razredčitev, smo 100 𝜇𝐿 biotiniliranega protitelesa razredčili smo z 9900 𝜇𝐿 
diluenta. 
 AVIDIN- HRP KONJUGAT: pred odpiranjem je treba konjugat centrifugirati. 
Glede na to, da je zahtevana 100-kratna razredčitev, smo 100 μl avidin-HRP 
konjugata razredčili z 9900 μL njegovega diluenta. 
 SUBSTRAT TMB: pripravljen za uporabo in razredčitev ni potrebna. 
 »STOP« RAZTOPINA: pripravljena za uporabo in razredčitev ni potrebna. 
 
3.3.3. AVTOMATSKI ANALIZATOR Personal LAB 
 
Personal LAB je popolnoma avtomatizirani analizator proizvajalca Adaltis z dvema   
mikroploščama, na katerih se izvajajo testi ELISA. Analizator lahko izvede večkratne 
vzporedne preizkuse na plošči, upravljamo ga s pomočjo operativnega sistema Windows. 
Pri tem uporabljamo programsko opremo Personal LAB (Adaltis Italia WB Processor V3.2), 
ki omogoča preprosto upravljanje s programiranjem in izvršitvijo naloge ter prikazom 
rezultatov. Sistem lahko shrani do 500 protokolov katerega koli testa ELISA na trgu, 
istočasno lahko naredi šest različnih testov v isti seji. Personal LAB je opremljen z 
Laboratorijskim informatičnim sistemom (LIS), senzorjem ravni tekočine (z detektorjem 
strdkov in mehurčkov), plastičnimi in kovinskimi nastavki, kot tudi z bralnikom črtne kode 
(36). Osnovni koraki in vitro diagnostičnega encimsko-imunskega testa, ki jih analizator 
izvede avtomatsko, so:  
 identifikacija vzorcev, 
 rezredčitev reagentov, standardov in vzorcev, 
 dodajanje reagentov, 
 inkubacija, 
 izpiranje vdolbinic, 
 merjenje absorbance vzorca s spektrofotometrom, 
 obdelava rezultatov in izdelava standardne krivulje, 





Slika 6: Avtomatski analizator Personal LAB 
 










3.3.4. SENDVIČ AVIDIN- BIOTIN ELISA METODA 
 
Za določanje BHMT-2 in IL-18 v urinskih vzorcih smo uporabili sendvič metodo ELISA. 
Encimsko-imunski test (ELISA) je heterogena encimsko-imunska tehnika, ki temelji na 
značilni reakciji antigen – protitelo (33). Je eden izmed najbolj občutljivih in značilnih 
imunskih testov za kvantitativno določanje peptidov, beljakovin, protiteles in hormonov. 
Veliko se uporablja v kliničnih analizah in izvaja na mikrotitrskih ploščicah. V sendvič 
ELISI določamo prisotnost antigena v vzorcu. Prvo protitelo je lovilno protitelo, ki je 
adsorbirano ali kovalentno povezano na površino trdne faze, kot je na primer mikrotitrska 
ploščica. Po dodajanju vzorca na mikrotitrsko ploščico se antigen iz vzorca poveže z 
lovilnim protitelesom. Nepovezani antigeni se izpirajo in dodaja se detekcijsko protitelo, 
oziroma protitelo, ki ga označuje encim (biotinilirano detekcijsko protitelo), in ustvarja tako 
imenovani »sendvič kompleks« z antigenom, ki je povezan na lovilno protitelo. Nepovezana 
detekcijska protitelesa se izpirajo in dodaja se Avidin-HRP konjugat, ki se poveže na biotin. 
Po izpiranju se dodaja encimski substrat (substrat TMB), ki reagira z encimom HRP. Encim 
katalitično pretvarja substrat v produkt, kar povzroči razvoj barvne reakcije, čigar intenziteto 
določamo spektrofotometrično. Količina nastalega produkta je sorazmerna količini antigena 




                                                          Slika 8: Sendvič ELISA 






Avidin je beljakovina, ki kaže značilno afiniteto do biotina, lahko namreč veže nase do 4 
molekule biotina. Predstavlja kofaktor za večkratne evkariotične biološke procese. Biotin je 
vitamin (vitamin H), ki je v majhnih količinah prisoten v vseh živih celicah in je bistvenega 
pomena za biološke postopke, vključno z rastjo celic in krogotokom citronske kisline. Glede 
na to, da je relativno majhen, se lahko konjugira s številnimi beljakovinami in drugimi 
molekulami brez značajnega spreminjanja njihove biološke dejavnosti in s tem prispeva k 
večji občutljivosti encimsko-imunskih testov. Avidin-biotin kompleks je najmočnejša znana 
nekovalentna interakcija med beljakovinami in ligandi. Ustvarjanje odnosa med biotinom in 
avidinom je izredno hitro, a ko se formira, nanj ne vplivajo ekstremne vrednosti pH, 
temperature, organska topila in ostala denaturirajoča sredstva. Te značilnosti biotina in 





  Slika 9: Nastanek avidin- biotin kompleksa 
 
 
3.3.4.1. DOLOČANJE BHMT-2 V URINU S SENDVIČ METODO ELISA 
 
BHMT-2 smo v urinskih vzorcih določali s kompletom reagentov (proizvajalec je naveden 
v poglavju 3.1.3.), ki temelji na sendvič tehnologiji ELISA. Test izvedemo tako, da na 
mikrotitrsko ploščico s 96-imi vdolbinicami, ki je pred tem bila prevlečena s protitelesi 
značilnimi za BHMT-2, dodamo standarde in vzorce ter jih inkubiramo. Kot detekcijsko 




konjugiran na HRP, dodaja v vsako vdolbinico mikrotitrske ploščice in inkubira. Po 
dodajanju raztopine substrata TMB, samo vdolbinice z vsebnostjo protitelesa BHMT-2 
konjugiranega z biotinom in avidina konjugiranega z encimom proizvedejo modro barvo, ki 
se spreminja v rumeno po dodajanju kisle raztopine za ustavitev reakcije (»stop« raztopina). 
Intenziteta rumene barve je sorazmerna količini BMHT-2 vezanega na plošči. Absorbanca 
se meri spektrofotometrično na bralniku mikrotitrskih ploščic (450 nm), nato se izračuna 
koncentracija BHMT-2 (22). 
 
3.3.4.1.1. POSTOPEK DOLOČANJA BHMT-2  
 
Na začetku je treba za ustrezno delovanje pripraviti avtomatski analizator Personal LAB. 
Preverimo, ali ima aparat dovolj destilirane vode in raztopine pufra, ki ju uporablja za 
spiranje analizatorja in čiščenje igle. V posodo za raztopino pufra nalijemo predčasno 
narejeno spiralno raztopino, ki jo bo analizator uporabil za spiranje mikrotitrske ploščice. 
Vklopimo računalnik in odpremo programsko opremo Personal Lab, s katero zaženemo 
pregled aparata in vsakodnevno vzdrževanje. Če vse poteka kot mora, definiramo protokol, 
po katerem bomo delali ali izberemo že obstoječi protokol. Čeprav Personal LAB izvede vse 
korake encimsko-imunskega testa, smo se odločili, da bomo korake pipetiranja in razredčitve 
vzorcev in reagentov delali ročno. Na mikrotitrski ploščici pipetiramo standarde v dvojniku, 
vzorce pa v enojniku. V prvi fazi na predčasno določena mesta na ploščici pipetiramo 100 
μL standarda (StA, StB, StC, StD, StE, StF in StG). Po standardu v preostale vdolbinice 
pipetiramo 100 μL vzorca. Ko smo končali, smo namestili mikrotitrsko ploščico v analizator 
za inkubacijo (1 h na 37 oC). Po končani inkubaciji odlijemo tekočino s ploščice in je ne 
spiramo. Potem dodamo 100 μL reagenta A in ga znova namestimo v aparat za inkubacijo 
(1 h na 37 oC) in spiranje (3-krat s spiralnim pufrom) po koncu inkubacije. Po spiranju 
dodamo 100 μL detekcijskega reagenta B. Sledita inkubacija (30 minut na 37 oC) in spiranje 
(5-krat s spiralnim pufrom) v aparatu. Potem dodamo 90 μL substrata, pokrijemo ploščico 
in inkubiramo (10–20 minut na 37 oC). Po razvijanju barve dodamo 50 μL »stop« raztopine 
in ga namestimo v aparat na določanje absorbance pri 450 nm. Po spektrofotometričnem 
odčitku analizator izračuna koncentracije in nariše umeritveno krivuljo, nato izpišemo 





3.3.4.2. DOLOČANJE IL- 18 V URINU S SENDVIČ ELISA METODO  
 
IL-18 v urinskih vzorcih smo določali s kvantitativnim sendvič testom ELISA (proizvajalec 
testa je naveden v poglavju 3.1.4.). Test se izvede tako, da se na mikrotitrsko ploščico (pred 
tem prevlečeno z značilnim protitelesom za IL-18) nanesejo standardi in vzorci, ki se nato 
inkubirajo. Nevezane snovi se odstranjujejo s spiranjem, dodaja pa se biotinilirano IL-18 
protitelo. To se ponovno spira in dodaja avidin konjugiran s hrenovo peroksidazo (HRP). Po 
spiranju se dodaja raztopina substrata TMB, posledično pride do razvijanja barve, ki je 
sorazmerna količini vezanega IL-18 v začetni fazi testa. Razvoj barve se ustavi s »stop« 
raztopino in se izmeri intenziteta barve (38). 
 
3.3.4.2.1. POSTOPEK DOLOČANJA IL- 18 
 
Na začetku za delovanje pripravimo analizator Personal LAB (postopek priprave aparata je 
opisan v poglavju 3.2.1.3.). Enako kot pri določanju BHMT-2, smo se odločili, da bomo 
postopke razredčitve in pipetiranja izvedli ročno, analizator pa uporabili za inkubacije, 
spiranja, spektrofotometrične odčitke in obdelavo rezultatov. Ko smo pripravili vse reagente, 
standarde in vzorce, smo začeli s pipetiranjem. Znova standarde na mikrotitrski ploščici 
pipetiramo v dvojniku, vzorce v enojniku. Na prej določena mesta na miktrotitrski ploščici 
dodajamo 100 𝜇𝐿 standarda in vzorcev. Potem ploščico namestimo v analizator za 
inkubacijo (2 h na 37 oC). Po inkubaciji odstranimo tekočino iz vdolbinic mikrotitrske 
ploščice. V tej fazi se ploščica ne spira. Potem dodamo 100 𝜇𝐿 biotiliranega protitelesa in 
inkubiramo v analizatorju (1 h na 37 oC). Po končani inkubaciji sledi spiranje s spiralnim 
pufrom (3-krat). Potem dodamo 100 𝜇𝑙 avidin-HRP konjugata in znova inkubiramo (1 h na 
37 oC). Potem sledi spiranje (5-krat s spiralnim pufrom) in dodatek 90 𝜇𝐿 substrata TBM. 
Mikrotitrsko ploščico pokrijemo, da jo zaščitimo pred lučmi in inkubiramo 15–30 minut. 
Med inkubacijo prihaja do razvijanja barve in po končani inkubaciji dodamo 50 𝜇𝐿 ″stop″ 
raztopine ter ploščico namestimo v analizator za odčitek absorbance na 450 nm. Po 
izmerjenih absorbancah dobimo izračunane koncentracije in umeritveno krivuljo ter 





3.5. STATISTIČNA ANALIZA PODATKOV 
 
Po pridobljenih rezultatih smo podatke statistično obdelali. Za statistično obdelavo podatkov 
smo uporabljali programa Excel in SPSS Statistics. Nivo statistične značilnosti smo določili 
na 5 % (p < 0,05), uporabili pa smo 95-odstotni interval zanesljivosti. S pomočjo Shapiro-
Wilkovega testa smo preverili normalnost razdelitve podatkov, za preverjanje sferičnosti 
podatkov pa smo uporabili Mauchlyjev test. Za nadaljnjo statistično analizo smo uporabili 
analizo variance za ponovljene meritve (angl. Repeated measures – ANOVA), sledile pa so 























4.1. BHMT-2 V URINU 
 
V prvi fazi smo preverili, ali se pridobljeni rezultati koncentracije urinskega BMHT-2 
porazdeljujejo normalno. Izračunali smo povprečno vrednost (s standardno deviacijo) 
koncentracije BHMT-2 vzorcev odvzetih v različnih časovnih obdobjih (Preglednica V). 
Želeli smo ugotoviti, ali obstaja statistično značajna razlika v koncentraciji BMHT-2 v 
sedmih časovno različnih odvzemih vzorcev med skupinami z AOL in brez AOL. S pomočjo 
Shapiro- Wilkovega testa smo preverili, ali povprečne vrednosti koncentracije BMHT-2 v 
vseh vzorcih sledijo Gaussovi (normalni) porazdelitvi (Preglednica VI). 
 
 
Preglednica  V: Povprečna vrednost BHMT-2 s standardno deviacijo v skupini bolnikov 











1 10,796 6,915 14 11,347 6,379 10 
2 5,850 8,718 14 8,108 8,865 10 
3 11,757 10,068 14 10,083 9,371 10 
4 4,995 2,547 14 9,715 7,142 10 
5 7,498 5,421 14 6,355 6,916 10 
6 9,695 5,249 14 6,970 5,037 10 
7 8,862 6,221 14 7,753 4,699 10 




































Glede na to, da je verjetnost normalne porazdelitve v vseh vzorcih bila večja od stopinje 
tveganja (p > 0.05), smo se odločili slediti normalni porazdelitvi podatkov in smo za 
statistično analizo uporabili metodo analize variance za ponovljene meritve (Preglednica 
VI). V nadaljevanju smo najprej testirali sferičnost s pomočjo Mauchlyjevega testa, ki ni 
pokazal značilnega statističnega odstopanja (p = 0,342). Rezultati analize variance za 
ponovljene meritve so naslednji (Preglednica VII, Slika 10): 
 
 vrednosti urinskega biooznačevalca BMHT-2 se bisveno razlikujejo glede na 
čas odvzema vzorcev (p = 0,001); 
 interakcija časa odvzema vzorcev pri bolnikih z AOL in brez AOL ni značilna 
(p = 0,159); 
 vrednosti urinskega biooznačevalca BHMT-2 pri bolnikih z AOL in brez 




ČAS ODVZEMA VZORCA  
( BHMT-2) 
Shapiro- Wilkov test 
Brez AOL 
 (N= 14) 
Z AOL  
 (N= 10) 
P P 
 1. PRED OPERACIJO 0,485 0,945 
2. MED ZTO 0,727 0,090 
3. OB ZAKLJUČKU ZTO 0,097 0,058 
4. 2 H PO ZAKLJUČKU ZTO 0,790 0,254 
5. 4 H PO ZAKLJUČKU ZTO 0,235 0,072 
6. 12 H PO ZAKLJUČKU ZTO 0,306 0,121 
7. 1 DAN PO OPERACIJI (48H) 0,187 0,165 




Preglednica VII: Analiza variance za ponovljene meritve 
Vir variabilnosti df MS F P 
Znotraj skupin     
Čas odvzema 6 72,823 2,317 0,001 
Čas odvzema x AOL 
Med skupinami 













Df - stopinje prostosti; MS - povprečje kvadratov; F - porazdelitev razmerja varianc; p < 






Slika 10: BHMT-2 v urinu. 1: pred operacijo; 2: med ZTO; 3: ob zaključku ZTO; 4: dve uri 
po zaključku ZTO; 5: štiri ure po zaključku ZTO; 6: dvanajst ur po zaključku ZTO; 7: prvi 






S pomočjo Bonferronijevega post hoc testa smo preverili, v kakšnem časovnem obdobju 
odvzema vzorcev so se vrednosti urinskega BHMT-2 statistično razlikovale. Rezultati so v 




p < 0.05 - statistično značilna razlika 
 
S primerjavo povprečnih vrednosti koncentracije BHMT-2 v skupini z AOL in brez AOL 
smo z enosmerno analizo variance glede na čas odvzema (Preglednica IX, Slika 11), 
ugotovili, da je samo v 4. odvzemu (2 h po zaključku ZTO) prišlo do statistično značilne 
razlike (modro obarvane celice v Preglednici IX). 
 
Preglednica IX: Koncentracija BHMT-2 v urinu 
SD - standardna devijacija; F - porazdelitev razmerja varianc; df - stopinje prostosti; BGV - 
varinaca med skupinami; WGV - varianca znotraj skupin; p < 0.05 - statistično značilna 
razlika.  














2 4 6,108 0,949 0,000 2,851   9,365 
  5 6,252 1,211 0,001 2,105   10,419 
  6 5,131 1,216 0,007 0,957   9,305 
  7 5,009 1,222 0.010 0,815   9,203 
3 4 5,885 1,371 0,006 1,178   10,591 
  5 6,039 1,682 0,034 0,266   11,811 











z- AOL brez- AOL 
1. PRED OPERACIJO 11,3 (6,1) 10,8 (6,9) 0,039 1 22 0,845 
2. MED ZTO 13,4 (5,2) 13,5 (6,2) 0,000 1 22 0,983 
3. OB ZAKLJUČKU ZTO 12,6 (6,5) 13,9 (7,9) 0,168 1 22 0,686 
4. 2 H PO ZAKLJUČKU ZTO 9,7 (7,1) 5,0 (2,6) 5,259 1 22 0,032 
5. 4 H PO ZAKLJUČKU ZTO 6,9 (6,4) 7,5 (5,4) 0,060 1 22 0,809 
6. 12 H PO ZAKLJUČKU ZTO 6,9 (5,0) 9,7 (5,3) 1,624 1 22 0,216 
7. 1 DAN PO OPERACIJI 





Slika 11: Povprečna koncentracija BHMT-2 v skupini brez AOL in z AOL glede na čas 
odvzema vzorca 
 
Zatem smo v skupini z AOL in brez AOL s parnim T-testom primerjali predoperativno (1. 
odvzem) povprečno vrednost urinskega BMHT-2 z ostalimi povprečnimi vrednostmi 
vzorcev odvzetih v različnih časovnih odobjih. Znova smo zaradi prevelikega obsega 
rezultatov vpisali samo statistično značilne rezultate (Preglednica X). Rezultati analize so 
naslednji: 
 
 pri bolnikih z AOL se značilna povprečna razlika (p = 0,002) pojavlja med 
predoperativnimi vrednostmi BHMT-2 (1. odvzem) in vrednostmi v prvih dveh urah 
po operaciji (4. odvzem); 
 v povprečju so bile vrednosti BHMT-2 pred operacijo za 5,80 večje od tistih 2 uri 
po operaciji; 
 pri bolnikih z AOL se značilna povprečna razlika (p = 0,018) pojavlja med 
predoperativnimi vrednostmi BMHT-2 (1. odvzem) in vrednostmi 12 ur po operaciji 
(6. odvzem); 






Preglednica  X: Primerjave s parnim T- testom 
SKUPINA 
   POVPREČNA KONCENTRACIJA 
BHMT-2 [ µmol/ L] (SD) 
t df p 
BREZ AOL 
1. ODVZEM 4. ODVZEM    
10,8 (6,9) 5,0 (2,6) 3,87 13 0,002 
Z AOL 1. ODVZEM 6. ODVZEM 
   
11,3 (6,1) 6,9 (5,0) 2,88 9 0,018 
SD – standardna deviacija; t - linearan trend analize; df - stopinje prostosti; p < 0,05 - 
statistično značilna razlika 
 
 
4.2. IL- 18 V URINU 
 
Kot pri BHMT-2, smo najprej izračunali vrednosti povprečne koncentracije IL-18 in 
standardne deviacije (Preglednica XI), zatem pa s pomočjo Shapiro-Wilkovega testa 
preverili, ali se rezultati meritev normalno porazdeljujejo (Preglednica XII). 
 
Preglednica  XI: Povprečna vrednost IL-18 s standardno deviacijo v skupini bolnikov brez 











1 3,527 11,636 14 23,496 74,000 10 
2 4,464 16,703 14 16,596 49,707 10 
3 26,289 50,814 14 71,381 90,577 10 
4 63,265 119,527 14 62,030 67,011 10 
5 20,803 28,135 14 103,389 90,332 10 
6 10,655 17,330 14 15,203 26,811 10 
7 26,275 42,102 14 101,762 129,737 10 




























 N - število preiskovancev; P - verjetnost normalne porazdelitve 
 
 
Iz preglednice lahko razberemo (Preglednica XII), da verjetnost normalne porazdelitve ni 
bila večja od stopnje tveganja (p < 0.05) v vseh vzorcih, zato smo sklepali, da distribucija 
podatkov odstopa od normalne. Glede na to, da smo želeli zadržati parametrični test, smo se 
odločili za logaritemsko transformacijo podatkov z namenom pridobitve normalne 
distribucije. Ko smo podatke približali normalni distribuciji, da se prepričamo o možnosti 
uporabe analize variance za ponovljene meritve– v naši analizi in pri BHMT-2 –, smo 
preverili mero sfericitete, ki se nanaša na enakost razlik v varianci med vsemi pari meritve. 
Uporabljali smo Mauchlyjev test, ki ni pokazal značilnega statističnega odstopanja (p = 
0,204), tako da smo test sprejeli. Rezultati analize variance za ponovljene meritve so 
naslednji (Preglednica XIII, Slika 12): 
 
 vrednosti urinskega biooznačevalca IL-18 se značilno razlikujejo glede na 
čas odvzema vzorcev (p = 0,000); 
 interakcija časa odvzema vzorcev pri bolnikih z AOL in brez AOL ni značilna 
(p = 0,100); 
 vrednosti urinskega biooznačevalca IL-18 pri bolnikih z AOL in brez AOL 
so statistično značilne (p = 0,048). 
 Preglednica  XII: Shapiro- Wilkov test 
ČAS ODVZEMA VZORCA 
( IL-18) 
Shapiro- Wilkov test 
brez AOL  
(N= 14) 
z AOL   
(N= 10) 
P P 
 1. PRED OPERACIJO 0,004 0,002 
2. MED ZTO 0,182 0,124 
3. OB ZAKLJUČKU ZTO 0,000 0,018 
4. 2 H PO ZAKLJUČKU 
ZTO 0,000 0,063 
5. 4 H PO ZAKLJUČKU 
ZTO 0,003 0,243 
6. 12 H PO ZAKLJUČKU 
ZTO 0,000 0,000 
7. 1 DAN PO OPERACIJI 





Preglednica  XIII: Analiza variance za ponovljene meritve 
Vir variabilnosti df MS F P 
Znotraj skupin     
Čas odvzema 6 72,823 2,317 0,000 
Čas odvzema x AOL 
Med skupinami 













Df - stopinje prostosti; MS - povprečje kvadratov; F- porazdelitev razmerja varianc; p < 






Slika 12: IL-18 v urinu. 1: pred operacijo; 2: med ZTO; 3:ob zaključku ZTO; 4: dve uri po 







Zatem smo s pomočjo Bonferronijevega post hoc testa preverili, v kakšnih časovnih 
obdobjih odvzema vzorcev se vrednosti urinskega IL-18 statistično razlikujejo. Rezultati so 
vidni v Preglednici XIV (zaradi velikega števila kombinacij rezultatov post hoc testa smo 
navedli samo statistično značilne rezultate). 
 
 














1 3 -0,698 0,197 0,039 -1,375 -0,021 
  4 -0,951 0,197 0,002 -1,629 -0,274 
  5 -1,05 0,166 0,000 -1,62 -0,481 
  7 -0,937 0,188 0,001 -1,581 -0,294 
2 3 -0,683 0,168 0,011 -1,269 -0,105 
  4 -0,936 0,233 0,012 -1,736 -0,137 
  5 -1,035 0,196 0,001 -1,708 -0,362 
  7 -0,922 0,169 0,000 -1,503 -0,341 
p < 0.05 - statistično značilna razlika 
 
 
Glede na to, da smo predvidevali, da se bo koncentracija IL-18 razlikovala pri različnih tipih 
bolnikov (z ali brez AOL), smo z enosmerno analizo variance primerjali povprečne vrednosti 
koncentracije IL-18 v obeh skupinah glede na čas odvzema (Preglednica XV, Slika 13). 
Rezultati analize so pokazali, da samo v 5. odvzemu (4 ure po zaključku ZTO) pride do 
statistično značilne razlike (modro obarvane celice v Preglednici XV). Kot je razvidno iz 
preglednice, v 7. odvzemu (1 dan po operaciji) pride do mejne statistično značilne razlike   










Preglednica  XV: Koncentracija IL-18 v urinu 











z- AOL brez- AOL 
1. PRED OPERACIJO 23,5 (74,3) 3,5 (11,6) 0,995 1 22 0,329 
2. MED ZTO 16,6 (49,7) 4,5 (16,7) 0,730 1 22 0,402 
3. OB ZAKLJUČKU ZTO 71,4 (90,5) 26,3 (50,8) 2,429 1 22 0,133 
4. 2H PO ZAKLJUČKU ZTO 62,0 (67,0) 63,3 (119,5) 0,001 1 22 0,977 
5. 4H PO ZAKLJUČKU ZTO 103,4 (90,3) 20,8 (28,1) 10,454 1 22 0,004 
6. 12H PO ZAKLJUČKU ZTO 15,2 (26,8) 10,7 (17,3) 0,256 1 22 0,618 
7. 1. DAN PO OPERACIJI 
(48H) 
101,8 
(129,7) 26,3 ( 42,1) 4,190 1 22 0,053 
SD - standardna deviacija; F - porazdelitev razmerja varianc; df - stopinje prostosti; BGV - 
varianca med skupinami; WGV - varianca znotraj skupin; p < 0.0 5- statistično značilna 











Zatem smo v skupini bolnikov z AOL in brez AOL s parnim T-testom primerjali 
predoperativno (1. odvzem) povprečno vrednost urinskega IL-18 z ostalimi povprečnimi 
vrednostmi vzorcev v različnih časovnih odvzemih. V preglednico smo vpisali samo 
statistično značilne rezultate (Preglednica XVI). Rezultati analize so naslednji: 
 
 pri bolnikih brez AOL se značilna povprečna razlika pojavlja samo med 
predoperativnimi vrednostmi IL-18 (1. odvzem) in vrednostmi 4 ure po operaciji (5. 
odvzem);  
 v povprečju so bile vrednosti IL-18 v skupini brez AOL pred operacijo 4,9-krat 
manjše kot 4 ure po operaciji; 
 pri bolnikih z AOL se značilna povprečna razlika pojavlja samo med 
predoperativnimi vrednostmi IL-18 (1. odvzem) in med vrednostmi 4 ure po 
operaciji (5. odvzem);    
 v povprečju so bile vrednosti IL-18 v skupini z AOL pred operacijo 3,4-krat manjše 




Preglednica XVI: Primerjave s parnim T- testom 
SKUPINA 
   POVPREČNA KONCENTRACIJA 
IL-18 [ µmol/ L] (SD) 
t df p 
BREZ- AOL 
1. ODVZEM 5. ODVZEM    
3,5 (11,6) 20,8 (28,1) -2,316 13 0,038 
Z- AOL 1. ODVZEM 5. ODVZEM 
   
23,5 (74,3) 103,4 (90,3) -4,153 9 0,002 
SD - standardna devijacija; t - linearan trend analize; df - stopinje prostosti; p < 0,05 - 






Akutna okvara ledvic je pogost, a še vedno relativno slabo prepoznan sindrom. Teža in 
trajanje AOL določata izid, okrevanje ledvične funkcije in preživetje. S pravočasnimi 
zaščitnimi in terapijskimi postopki je sindrom možno preprečiti oziroma uspešno zdraviti. 
Pozno prepoznavanje pripelje do poznega zdravljenja in posledično do slabega izida. Zaradi 
tega današnja epidemiološka in klinična spoznanja poudarjajo, da je AOL svetovna 
zdravstvena težava, ki se ji je treba nujno posvetiti. Vedno bolj se upošteva učinek AOL na 
samem bolniku kot tudi ekonomska obremenitev kot posledica dolgotrajnih učinkov AOL. 
Apelira se na sprejemanje dejavnosti, da se javnost seznani s pomembnostjo AOL, kar velja 
tudi za sredstva, ki se dodeljujejo v ta namen. Po raziskavah sodeč približno ena tretjina vseh 
bolnikov po operaciji srca razvije AOL. To hipotezo smo potrdili tudi v svoji raziskavi, kjer 
je od skupno 24 bolnikov kar 10 bolnikov (41,6 %) po merilih klasifikacije KDIGO razvilo 
AOL. Glede na to, da AOL ne označujejo določeni simptomi, njegova diagnoza danes 
večinoma temelji na laboratorijskih preiskavah kreatinina in na diurezi (6). Diureza ni ravno 
značilna, medtem ko je za povečavo koncentracije sKRE potrebnih nekaj dni, kar podaljša 
čas diagnoze in začetek zdravljenja AOL (15). Ravno v tem obdobju bi bilo najbolj 
učinkovito pravočasno zdravljenje (17). Zaradi tega je v zadnjih časih narejeno veliko 
raziskav z namenom odkrivanja novega, značilnega biooznačevalca za zgodnje odkrivanje 
AOL. Trenutno ne obstaja značilen biološki označevalec, s katerim bi se akutna okvara 
ledvic opazila v zgodnji fazi. Potekajo raziskave z namenom odkrivanja zgodnjih znakov 
AOL (15). Biološki označevalci AOL bi morali hitro diagnosticirati ledvične disfunkcije, 
razlikovati prerenalno odpoved od renalne, prikazovati značilnosti okvare ledvic, če obstaja 
istočasna poškodba drugih organskih sistemov, razlikovati akutno od kronične odpovedi 
ledvic, na podlagi označevalca bi se poškodba lahko razvrstila po teži, njihovo določanje pa 
bi moralo biti preprosto in poceni (15). Čeprav so odkrite številne molekule, ki imajo 
potencial za diagnostiko AOL, smo se v svoji raziskavi osredotočili na dva nova potencialna 
biološka označevalca AOL – BHMT-2 in IL-18. 
BHMT-2 je eden najnovejših potencialnih bioloških označevalcev AOL. V nedavni 
raziskavi (Malagrino in sodelavci) je bil prvič povezan z AOL. Določen je kot beljakovina, 
značilna za ledvice, prisotna v urinu po ishemiji in reperfuziji ledvic. Zato smo se odločili, 




Predvidevali smo, da bo njegova koncentracija v urinskih vzorcih pri bolnikih z AOL 
drugačna od vzorcev bolnikov brez AOL. Na podlagi rezultatov svoje raziskave lahko 
sklenemo, da se vrednosti urinskega biološkega označevalca BHMT-2 razlikujejo med 
bolniki z AOL in bolniki brez AOL. Do statistično značilne razlike v povprečni koncentraciji 
BHMT-2 med skupinami z in brez AOL je prišlo 2 uri po operaciji. V nasprotju z našimi 
pričakovanji, po koncu operacije tako v skupini z AOL kot v skupini brez AOL prihaja do 
padca koncentracije v primerjavi s koncentracijo pred operacijo. Ta padec koncentracije v 
primerjavi s predoperativno vrednostjo je bil statistično značilen. V skupini z AOL prihaja 
do statistično značilnega padca koncentracije v primerjavi s predoperativno koncentracijo 
12 ur po operaciji, medtem ko je v skupini brez AOL značilen padec koncentracije že2 uri 
po operaciji. Največje vrednosti urinskega BMHT-2 v skupini z in brez AOL so izmerjene 
med operacijo in ob zaključku operacije. Kljub pričakovanjem nam z raziskavo ni uspelo 
potrditi prejšnje raziskave (Malagrino in sodelavci) in dokazati povišane koncentracije 
BHMT-2 po ishemiji ledvic ter s tem ovrednotiti BHMT-2 kot zgodnjega biološkega 
označevalca AOL. Vzrok je lahko uporaba druge analitske metode. Malagrino in sodelavci 
so v raziskavi identificirali BHMT-2 s proteomsko analizo urina ob uporabi masnega 
spektrometra. Masni spektrometer ima v primerjavi z našo analitsko metodo (ELISA) večjo 
občutljivost in specifičnost. Prav tako so naši bolniki razvili AOL 1. stopinje po klasifikaciji 
KDIGO, medtem ko je v prejšnji raziskavi (Malagrino in sodelavci) okvara bila potrjena s 
histološko analizo, iz česar lahko sklenemo, da je stopinja poškodbe zagotovo večja kot pri 
naših bolnikih. Obstaja možnost, da je stopinja poškodbe pri naših bolnikih bila premajhna 
za odkrivanje BHMT-2. Glede na to, da so Malagrino in sodelavci prvi in edini do zdaj 
povezali BMHT-2 in AOL, svojih rezultatov ne moremo primerjati z drugimi raziskavami.  
IL-18 za razliko od BHMT-2 spada med najbolj raziskovane biološke označevalce do zdaj. 
Dokazan je kot hiter, zanesljiv in dostopen označevalec za zgodnje odkrivanje AOL, ampak 
njegova prediktivna natančnost precej varira. Interlevkin-18 posreduje v ishemični akutni 
tubulni nekrozi in njegove povišane vrednosti se pojavljajo do dveh dni, preden se poviša 
vrednost serumskega kreatinina (39). Dosedanje raziskave so pokazale, da štiri ure po okvari 
ledvic pride do povečave koncentracije IL-18 v urinu, po 12–18 urah pa doseže najvišjo 
koncentracijo in ostaja povišan tudi do 48 ur po operaciji (6,40). Ravno zaradi tega se nam 
zdi zgodnja terapija z antagonisti IL-18 zelo uspešna v prekinitvi signalnih poti IL-18 in 
ustavljanju poglabljanja okvare (6). Predhodne teze se deloma ujemajo z našo raziskavo, 




ure in 48 ur po operaciji. Po rezultatih svoje raziskave lahko sklenemo, da se vrednosti 
urinskega biološkega označevalca IL-18 razlikujejo med bolniki z AOL in brez AOL. Znatno 
povečanje vrednosti biološkega označevalca se pojavlja pri obeh skupinah bolnikov. Pri 
bolnikih brez AOL so najvišje vrednosti zabeležene že 2 uri po operaciji, potem prihaja do 
padca. Povečanje koncentracije IL-18 pri bolnikih, ki niso razvili AOL, lahko pojasnimo s 
tem, da so bolniki pri operaciji srca bili povezani z napravo za ZTO. S pretokom krvi skozi 
takšno napravo pride do aktivacije sistemskega vnetnega odgovora in s tem tudi do sinteze 
protivnetnih posrednikov, kot je na primer IL-18. Pri bolnikih z AOL prvi vrhunec 
pričakovano nastopi 4 ure po operaciji, potem pa pride do drastičnega padca, da se vrednosti 
48 ur po operaciji spet znatno povečajo. Do padca koncentracije IL-18 12 ur po operaciji je 
prišlo tudi v skupini brez AOL. Glede na to, da bi po prejšnjih raziskavah sodeč vrednosti 
IL-18 po operaciji morale doseči svojo najvišjo koncentracijo, vzrok nepričakovanega padca 
koncentracije pa ostaja neznan. Čeprav so Parikh in sodelavci ovrednotili urinski IL-18 kot 
kakovostnega zgodnjega napovednega biološkega označevalca AOL po operaciji srca, pa je 
njihova študija bila narejena zgolj na otrocih. Po drugi strani so Hesse in sodelavci želeli na 
odraslih preveriti koristnost urinskega IL-18 kot zgodnjega biološkega označevalca AOL po 
operaciji srca, in so sklenili, da ima IL-18 vlogo kot možno neznačilen označevalec vnetja 
in da ni uporaben za predvidevanje AOL. Do tega zaključka so prišli, ker so v svoji raziskavi 
opazili, da koncentracija urinskega IL-18 24 ur po operaciji pri bolnikih, ki so razvili AOL, 
ni drugačna od tiste pri bolnikih, ki niso razvili AOL (40). V svoji raziskavi smo začeli s 
predpostavko, da bo koncentracija IL-18 drugačna pri bolnikih z in brez AOL, rezultati naših 
meritev so to tudi potrdili. Do statistično značilne razlike povprečne koncentracije med 
bolniki, ki so razvili AOL (z AOL) in tistimi, ki ga niso (brez AOL), je prišlo 4 ure po 
operaciji. Prav tako je dan po operaciji zabeležena mejna statistično značilna razlika v 
povprečni koncentraciji urinskega IL-18 med skupinami z in brez AOL. Na podlagi teh 
rezultatov lahko sklenemo, da ima IL-18 potencialno vlogo pri zgodnjem odkrivanju AOL 
po operaciji srca.  
Omejitvi v naši raziskavi sta bili velika raztresenost podatkov in majhno število vključenih 
bolnikov. Potrebna so nadaljnja raziskovanja, da bi se uporaba teh označevalcev potrdila kot 
klinična metoda za zgodnje odkrivanje bolnikov z AOL. Bistvenega pomena je določiti 
konkretne smernice za zdravljenje obolelih s povišanimi vrednostmi novih bioloških 
označevalcev, kot tudi najti preprostejše in dostopnejše načine za njihovo določanje (13). 




bioloških označevalcev z namenom povečanja njihove občutljivosti in značilnosti pri 



























Namen magistrske naloge je bil odkriti zgodnjo AOL po operaciji srca z določanjem 
koncentracij novih bioloških označevalcev, kot sta BHMT-2 in IL-18 v urinskih vzorcih. 
Zanimalo nas je tudi, ali se koncentracija teh molekul razlikuje pri pacientih z AOL v 
primerjavi s pacienti brez razvite AOL. 
V svoji raziskavi smo prišli do naslednjih ugotovitev: 
 
1. BHMT-2 ni povezan z zgodnjo AOL po operaciji srca. V nasprotju z našimi 
pričakovanji se izmerjene vrednosti BHMT-2 v urinskih vzorcih sčasoma 
zmanjšujejo, v primerjavi stanja pred operacijo in po operaciji pride do značilnega 
padca. Koncentracija BHMT-2 v urinskih vzorcih se razlikuje med bolniki z AOL in 
brez AOL. Do značilne razlike med skupinami z in brez AOL je prišlo 2 uri po 
operaciji. Čeprav v naši raziskavi BHMT-2 nismo uspeli ovrednotiti kot zgodnjega 
označevalca AOL, je prisotnost BHMT-2 v urinu po ishemiji in reperfuziji ledvic 
dokazana že pred tem, ter bi bilo dobro raziskavo nadaljevati z večjim številom 
pacientov, ki imajo razvito težjo stopnjo okvare ledvic. 
 
2. IL-18 ima potencialno vlogo pri zgodnjem odkrivanju AOL. Njegova vrednost se 
veča s pretečenim časom in po operaciji doseže približno 5-krat večji rast 
koncentracije v primerjavi s predoperativno koncentracijo. Prav tako se njegove 
vrednosti razlikujejo med bolniki z AOL in brez AOL. Do značilne razlike med 
skupinami bolnikov z AOL in brez AOL pride 4 ure po operaciji. V primerjavi z 
dosedanjimi diagnostičnimi kriteriji za AOL oziroma s kreatininom, zagotovo lahko 
rečemo, da rast koncentracije IL-18 zaznamo dokaj zgodaj. Toda njegova prediktivna 
natančnost za AOL se precej razlikuje. V prihodnosti bi lahko našel svoje mesto v 
diagnostiki AOL kot dodatni označevalec v dosedanji praksi. Glede na dodatne 
stroške na področju zdravstva, ki bi jih njegovo določanje prineslo, bi bilo treba 
oceniti, koliko bi to bilo finančno vzdržno oziroma ekonomsko smiselno. Nujno je 
ugotoviti, ali je določanje ključnega diagnostičnega pomena ali je koristno samo kot 
dopolnilo ostalim preiskavam ter ali bi pridobljene dodatne informacije omogočile 
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